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 چكيده

 گـروه زيـراز بنزوفنـانترين دارويـي آلكالوئيـدهاياز تجـاري منبـع تنهـا) .Papaver somniferum L( دارويـي شـقايق گياه: هدف

كه ايزوكوئينولين بنزيل آلكالوئيدهاي و بـاپرنورفين كدون، اكسي مصنوعي نيمه داروهايو كدئين مانند دردضد هايمسكن شامل است

 مسـير هـايژن بـرداري نسـخهاز پـس تنظـيم ولـي انـد، شـده شناسايي آلكالوئيدها اين مسير هايژن بيشتر اگرچه. باشدمي نالتروكسون

هاي يكي از روش) virus induced gene slencing( ويروسبا القايي سازي خاموش. است نشده شناسايي خوبيبههاآن آلكالوئيدهاي

هـاي مهـم مسـير آلكالوئيـدهاي ايـن گيـاه سريع براي خاموشي ژن است كه در اين تحقيق از اين روش براي بررسي خاموشي يكي از ژن

شداستفاد .ه

و روش  ايزوكوئينـولين بنزيل آلكالوئيدهاي توليد مسير هايبيان ژن آنزيم سطوحدر سيستماتيك كاهش منظوربه تحقيق ايندر:ها مواد

 اسـتفاده سـازي همسانه جهت pTRV ناقلاز) Codeinone Reductase( رداكتاز كدئينژن خاموشي جهت.شد استفاده VIGS از

.شد انجام اگرواينفيلتراسيون روشاز استفادهباايهفته3تا2 هايبرگبه نظر مورد سازه حاوي آگروباكتري انتقال.شد

ت آنزيمـي هضـمو PCR مولكولي همانند مختلف هايروشاز استفادهباژن اين سازيهمسانه نتايج:نتايج  تـرا.ييـد قـرار گرفـتامـورد

ازگياهان تلقيح شده با سازه ريختگي شد PCR ژنتيكي مورد نظر با استفاده فن هدفژن بردارينسخه سطوح تعيين. اثبات  با استفاده از

PCR و .كاهش يافته است درصد89 حدود CORژن واقعي نشان داد كه بيان زماندر PCRنيمه كمي

به، بيان ژن RNAتداخل با استفاده از روشكه داد اين تحقيق نشان نتايج:گيري نتيجه داري در مقايسه بـا صورت معني كدئين رداكتاز

.شاهد كاهش بيان داشت

 واقعي زمان pTRV،PCRمتابوليك، مهندسي آگروباكتري، ايزوكوئينولين، بنزيل: كليدي واژگان
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 مقدمه
 بهداشت مينأتدر خاصي اهميتو ارزشاز دارويي گياهان

از پيشگيريهمو درمان لحاظبههم جوامع سلامتو

به جامعه عمومي گرايش. باشندمي برخوردارهابيماري

 كلي طوربهو گياهي هايدرمانو داروهااز استفاده

بهرو اخير هاي سالطيدر ويژهبه طبيعي هايفرآورده

و مخرب اثرات اثبات آن، علل ترين مهمو بوده افزايش

 هايآلودگي ايجادو طرفيكاز شيميايي داروهاي جانبي

 بوده ديگر سوياز زمين كره كننده تهديد محيطي زيست

).1( است

از يكي) Papaver somniferum( گياه دارويي شقايق

 دارويي خصوصيات. باشدمي دارويي گياهان ترين مهم

 تركيباتو شده شناخته دور بسيار هاي زماناز شقايق

و اجتماعي اقتصادي، هايزمينهبا ارتباطدرآن گياهي

 گياهان ترين مهمازيكي عنوانبهتا شده موجب سياسي

به مربوط گونه اين دارويي اهميت. شود مطرح دنيا دارويي

 زيراز بنزوفنانتريدين آلكالوئيدهاياز گروهي توليد قابليت

 ايناز برخي. باشدمي بنزوايزوكوئينولي آلكالوئيدهاي گروه

 بنزيلايحلقه5 آلكالوئيدهاي عنوانبههامسكن

 مشتقاتو مورفين كدئين، تبائين، شامل ايزوكوئينولين

 ديگر درماني شيمي مواد همراهبه مورفين. باشندميها آن

 كامپوتسينو بلاستين وينو كريستين وين نظير

 گياه اينازكه هستند شده تجاري مهم ازآلكالوئيدهاي

مي. شوندمي استخراج دارويي - آنتيبه توان همچنين

 ميكروبيضد خاصيت داراي سانگونارين نظير هاييبيوتيك

ضدو سرفهضد خاصيت داراي نوسكاپين التهابي،ضدو

وهارگ گشاد كننده عنوانبه پاپاورين توموري،

).2( نمود اشاره عضلات كنندهشل توبوكورارين

 آنزيم انتهايي، ناركوتيك داروهاي ساخت مسير طول در

-مي رداكتاز كدئينون متناوب واكنشدودر نهايي مرحله

 زنكو لنز توسط) COR( رداكتاز كدئينون بار اولين. باشد

.شد استخراج P. somniferumگونه سلولي كشتاز)3(

 شناساييو جداسازي بار اولين براي نيز 1999 سال در

 انجام رداكتاز كدئينون كد كننده مشابه cDNA چهار

 توليد مسير).4(شد بيان اشرشياكلاييدرو گرفت

).5(آمده است1مورفينان در شكل آلكالوئيدهاي

.)5( مورفينان آلكالوئيدهاي توليد مسير:1 شكل
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 تحقيقاتاز جديدي نسبتا رشته گياهي متابوليك مهندسي

 هايمتابوليك پيشرفت برايراايتازه هايفرصتكه است

. كندمي ايجاد فيزيولوژيكي فرآيندهايو سلولي گياهي،

 براي خاص روشي عنوانبه متابوليك مهندسي امروزه

 هايفرآورده كاريدستو آلكالوييدها ساخت تنظيم

 ميانه ارزشبا مسيرهاي سطح تواندميكه است متابوليكي

با آنزيميكاز بيان فوق وسيلهبهرا انتهايي هايفرآورده يا

 هايمتابوليت اينكهياو دهد افزايش محدود سرعت

 دهد كاهشو برده بينازژن خاموشي طريقازرا نامطلوب

 مهندسي اثرات بررسي جهت زيادي هاي آزمايش تاكنون).6(

- روش طريقازچه مورفينان ساخت آنزيمي مسير متابوليكي

ژن خاموشي هايروش طريقازچهوژن بيان افزايش هاي

 افزايش جهت هايي آزمايش شقايق گياهدر. است گرفته انجام

 گياه15از گياه11كه گرفت انجام CORژن موقت بيان

).7( دادند نشانرا بيان افزايش

در يكي از راه و متوقف سازي يك محصول هاي كاهش

).8(گياه، خاموشي ژن مي باشد كه انواع مختلفي دارد 

 Post-transcriptional gene( رونويسيازپس خاموشي

silencing (است خاصي نوكلئوتيدي توالي آلودگي شامل 

).9(گيردمي انجام سلول mRNAو ويروسبا كه

VIGSعليهبر گياه ذاتي دفاعازآندركه است روشي 

 -RNAپديده براساسو شده استفاده ويروسي آلودگي

interference  (RNAi) ژن بيان تداخلبهكه باشدمي

. دارد اشاره خاصي تواليدر كوچك هاي RNA واسطه به

 ايجاد هاييچرخه شوند،مي آلوده ويروسباكه گياهاني در

در ميزباندرراژن خاموشي ويروسي، RNAكه شودمي

 قوي فني VIGSفن).10( كندمي تحريك ويروس، برابر

 كاهش سريع مطالعهو خاص هايژن خاموشي براي

 گياهدر تراريزش نيازمندكه استژن بيان آناليزو عملكرد

و روشيمي  نشان سرعتبهرا عملكردكه است ساده باشد

 سازه ساخت تحقيق اين انجاماز هدف).11( دهدمي

آن تاثيرو) COR( رداكتاز كدئينونژن موقت خاموشي

.بود شقايق بيان ژن هدف آن در گياه دارويي روي

هاروشو مواد
اين آزمايش در آزمايشگاه بيوتكنولوژي دانشكده كشاورزي

 .P( شقايق گياه بذور. آمددانشگاه لرستان به اجرا در 

somniferum (و مراتع تهيه شدند از موسسه جنگل . ها

با ضدعفونياز پس  دقيقه،يك مدتبه درصد70 الكل بذور

 چندازپسو دقيقه10مدتبه درصد5 سديم هيپوكلريت

در استريل، مقطرآببا شستشو بار  در نهايت بذور استريل

 ليتربر گرمميلي30 حاوي هورمون بدون)B5 )12 محيط

در شرايط مناسب رهاي كشت شدهبذ.ندشد كشت ساكارز

در جهت جوانه  تناوببا گرادسانتي درجه23 دماي زني

 داري نگه تاريكي ساعت8و روشنايي ساعت16 نوري

 ماهه نيمويك هايچه گياه جوان هاي برگ سپس. شدند

در بلافاصلهوشد پودر مايع نيتروژنباوشد برداشت

 منظوربه.شد داري گراد نگه درجه سانتي-80 يخچال

با گياهاز ابتدا،CORژن موقت خاموشي سازه ساخت

) سيناژن شركت( RNA XPLUS كيتاز استفاده

 رونوشت بردار آنزيمبا سپس.گرفت انجام RNA استخراج

 شده تكثير cDNAاز.شد ساخته cDNA معكوس،

ژن تكثيروايدو رشته DNA ساخت جهت الگو عنوان به

 طبقژن اختصاصي آغاز گرهاياز استفادهبا PCR توسط

گر طراحي.شد استفاده برنامه  نرم افزاراز استفادهبا آغاز

Vector NTI (version 9.0) از شده گرفته توالي روي

 شماره دسترسي( NCBIهاداده اطلاع پايگاه

(AF108435 زماني برنامه.شد طراحي PCR صورتبه 

 دقيقه،1 مدتبه گرادسانتي درجه94 واسرشتگي دماي

 بسطو دقيقه1 مدتبه گراد سانتي درجه56 اتصال دماي

.شد طراحي دقيقه2 مدتبه گرادسانتي درجه72 دماي در

.شد گرفته نظردر PCR واكنش براي چرخه 35

5/1ژل رويبر PCR محصول براي آگارزژل الكتروفورز

 موردنظرژن داري نگهو تكثير منظوربه. گرفت انجام درصد

در PCR محصول ابتدا pTRV ناقلدرآن سازيهمسانهو

 الكتروفورزو شده تكثير قطعه سپس.شد كلون T/A ناقل

وشد انجام درصد5/1 آگارزژل رويبر PCR محصول

 اندازهبا باند اندازه تطبيقو نظر مورد باند مشاهدهاز پس
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 روياز فرمنتاز شركت دستورالعمل توسط باند نشانگر، باند

 ناقلدر PCR محصول الحاق بعدوشد استخراج ژل

Vector ) Ptz57R/Tليگاز آنزيم كمكبه) شركت فرمنتاز 

T4 عملو تراريزش.شد انجام شركت دستورالعمل طبق 

 ذوب روش بهDH5α سوش E.coli باكتريبه ناقل انتقال

 غربال براي. گرفت انجام كلسيمي شوكاز استفادهبايخو

 آنتياز است نشده منتقلهاآنبه پلاسميدكه هايي باكتري

با هايي باكتري جداسازي برايو سيلين آمپي بيوتيك

.شد استفاده كلوني روش رنگاز ترا ريخت پلاسميد

) شده تراريزش( آمده دستبه سفيد هايكلونياز تعدادي

.گرفت انجامژن آغاز گرهايبا PCR كلونيوشد واكشت

ها كلونياز ها، كلوني رويبر PCR كلوني تاييداز بعد

وشد انجام Miniperpration روشبا پلاسميد استخراج

 توالياز حاصل نتيجه. گرفتند قرار توالي يابي مورد سپس

و داده تطابق اطلاعاتي هاي بانكبا يابي  آغاز گرهايي شد

 Vector NTI(افزار نرم توسط قطعه اين تكثير براي

(version 9.0 (و آغاز گرها طراحياز بعد.شد طراحي

 نبودن مشابه منظوربه موردنظر قطعه نهايي، قطعه بازيابي

 NEBCutter افزار نرمبا قطعه، رويبر برشي هاي توالي

آغاز براي PCR زماني برنامه. گرفت قرار بررسي مورد

 واسرشتگي دمايكه بود صورت اينبه شده طراحي گرهاي

59 اتصال دماي دقيقه،1 مدتبه گرادسانتي درجه 94

72 دمايدر بسطو دقيقه1 مدتبه گرادسانتي درجه

 چرخه35.شد طراحي دقيقه2 مدتبه گراد سانتي درجه

 آگارزژل الكتروفورز.شد گرفته نظردر PCR واكنش براي

. گرفت انجام درصد5/1ژل رويبر PCR محصول براي

بر كار اساس VIGS روشبه خاموشيفندر اينكه علت به

 سايتاز استفادهبا نظر مورد قطعه است، همولوژي پايه

RNASCAN توالي تاييداز بعد. گرفت قرار بررسي مورد 

 شده تاييد سفيد هاي كلونيازيكياز مايع كشت يابي،

 گراد درجه سانتي37 دمايدرشبيك مدتبهوشد انجام

 انجام پلاسميد استخراج بعد روز.شد انكوبه انكوباتور در

.گرفت

 pTRV2 خاموشي ناقلدر CORژن سازي همسانه

يا pTRV ناقل VIGSدر استفاده مورد هايناقلاز يكي

جنسبه متعلقكه باشدمي توتوناي جغجغه ويروس

Tobravirus مولكول نوعازآن ژنومو بوده RNA تك

و pTRV1ناقلدودر pTRV ناقل. باشدمياي رشته

pTRV2 ناقل. است شده توزيعpTRV1 كد هايژن حاوي

. باشدمي پروتئين تكثيرو پروتئين حركت براي كننده

 پوششي پروتئين كنندهكد هايژن شامل pTRV2ناقل

)coat protein (دوهر. است غيرساختاري پروتئيندوو

گر وسيلهبه ويروسي ژنوم بخش و آغاز CaMV 35Sآغاز

به مقاومت ناقلدوهر. رسندمي اتمامبه نوپالين ساخت با

 ساختارهاي2شكلدر. دارندرا كانامايسين بيوتيك آنتي

).13( است آمده pTRV2و pTRV1 ناقل

).pTRV2 )13و pTRV1 هايناقل ساختار:2 شكل

 منظوربه T/A ناقلاز شده استخراج پلاسميد برروي

 XbaI هاي آنزيمبا آنزيمي هضم خاموشي، سازه ساخت

 رويبر آنزيمي هضمآنبا زمانهم.شد گذاشتهSma1و

در. گرفت انجام برشي هاي آنزيم همانبا pTRV2 ناقل

دو T/A ناقلدر آنزيمي هضماز حاصل محصولژل روي

يكو نوكلئوتيدي جفت 214 بانديك آمد، دستبه باند

 جفت 214 كه باند بازي، كيلوسه حدوددر باندي

 محصولآنبا زمانهم.شد جدا آگارزژلاز نوكلئوتيدي
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و بافت  1395411 زمستان،4، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

 برده آگارزژل رويبر نيز pTRV2 خاموشي ناقل هضم

 كيتاز استفادهباژل رويازآن شده بريده باندو شد

 شده بريده باند الحاق سپس.شد انجامژلازژن استخراج

 طبق T4 ليگاز آنزيم توسط pTRV2 ناقلدرژل روي از

.شد انجام شركت دستورالعمل

:آگروباكتريبه CORژن موقت خاموشي سازه انتقال

از،CORژن موقت خاموشي سازه ساختاز پس

 سويه)A. tumefaciens(توميفشنس آگروباكتري

GV3101 از پلاسميد.شد استفاده گياهبهژن انتقال براي

 آگروباكتري باكتريبهو شده استخراج E.coli باكتري

 شوك انجماد ذوب روشبه GV3101 سويه توميفشينس

.شد داده انتقال كلسيمي

 سازه انتقال براي:گياهبه موقت خاموشي سازه انتقال

 حاوي هايگلداندر خانهگلدر شقايق گياه بذور گياه، به

درجه23 دمايدرو شدند كشت لومي سيلتي خاك

 ساعت8و روشنايي ساعت16 نوري تناوبو گراد سانتي

 گياهبه خاموشي سازه انتقال منظوربه. گرفتند قرار تاريكي

در خاموشي سازه حاوي آگروباكترياز كلونيتكيك ابتدا

LB گرم ميلي50( كانامايسين هاي بيوتيك آنتي حاوي مايع

20و) ليتربر گرمميلي20( ريفامپسينو) بر ليتر

 اضافه MES بافر مولار ميلي10و استوسرينگون ميكروليتر

در يافته رشد باكتري.شد داده شبانه كشتو شد

 درجه4 دمايبا دقيقهدر دور 3000با سانتريفيوژ

 باكتري، رسوببه. گرفت قرار دقيقه20 مدتبه گراد سانتي

20وMgcl2 مولار ميلي10 شاملكه رشد القايي محيط

است MES بافر مولار ميلي10و استوسرينگون ميكروليتر

به طوريبه شد، اضافه .رسيد OD600=0.25 كه

با خالي pTRV1با COR-pTRV2 داراي اگروباكتري

با خالي pTRV2نيز شاهد برايو تركيب 1:1 نسبت

pTRV1 دواز بعد. شدند تركيب 1:1 نسبتبا خالي

 كرد، رشدو گرفت قرار اتاق دمايدر باكتريكه ساعت

 سطحبهو كشيده سرنگبارا محيطاز ليتر ميلي1 مقدار

.شد تزريق برگ پشتي

 هفته10تا8 حدود ترا ريخت، گياهان بررسي منظور به

 هايجوانه ظهوربا زمانهم گياه، اگرواينفيلتراسيوناز پس

 جوانه زيردر ساقه بافتاز سانتيمترييك قطعهسه گل،

 شد، پودر مايع نيتروژندر تازه صورتبهو خورده برش گل

 انجام cDNAساختو RNA استخراجهاآناز سپس

 جداسازي براي ويروس پوششي پروتئين ساختاز. گرفت

كهشد استفادههاريختترا غيرازهاترا ريخت اوليه

 وجودكه گياهاني سپس. شدند غربال PCR كمك به

با كمي نيمه PCRشد تاييدهاآندر پوششي پروتئين

 طويل فاكتورهايو) COR( رداكتاز كدئينون آغاز گرهاي

. گرفت انجام Elongation factor)( نسخه برداري شدن

ژنو پوششي پروتئين براي شده طراحي آغاز گرهاي

 انتخابازپس. است آمده1 جدولدر رداكتاز كدئينون

 زماندر PCR كمي، واكنش نيمه PCRگياهان بر اساس

رنگ اين واكنش براساس نورسنجي. گرفت انجام واقعي

ژن فلورسنس و از  البيان دائم سايبرگرين انجام گرفت

عنوان ژن كنترلبه) EF( برداري نسخه شدن طويل فاكتور

 زماندر PCRنتايج جهت آناليز.شد داخلي استفاده

 واكنش مواد).14(شد استفادهct -2∆∆فرمولاز واقعي،

PCR ميكروليتر محلول حاوي10 شامل واقعي زماندر

pmol/µLباغلظت(ميكروليترآغاز گر رفت1 سايبرگرين،

pmol/µLباغلظت(ميكروليترآغاز گر برگشت1،)10

از2،)10 آب ميكروليتر6و موردنظر نمونه ميكروليتر

كه استريل مقطر  ميكروليتر20به واكنش نهايي حجم بود

 انجام صورت اينبه واقعي زماندر PCR واكنش. رسيد

95 دمايدر دقيقه3 مدتبه مقدماتي واسرشتگيكه شد

در10 مدتبه واسرشتگي گراد، سانتي درجه 95 دماي ثانيه

 ثانيه25 مدتبههاگر آغاز اتصال برايو گرادسانتي درجه

هاچرخه تعداد. گرفتند قرار گرادسانتي درجه60 دماي در

.بود سيكل 35
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.واقعي زماندر PCR واكنشدر شده كاربردهبه آغاز گرهاي ليست:1جدول

 نتايج
سازه خاموشي ژن كدئينون رداكتاز ساخت ييدات منظور به

 هايروي كلوني PCR روش كلونياز،pTRV2در ناقل 

E.coli شد نتايج اين واكنش نشان داد كه تعداد. استفاده

جفت 224قطعه(ها باند مورد نظر قابل توجهي از كلوني

از.)3 شكل( را توليد كردند) باز هايي كلونيدر مرحله بعد،

استخراج ناقل ها تاييد شد، كه وجود سازه مورد نظر در آن

و ناقل مربوطه به آگروباكتري ترانسفورم شد . صورت گرفت

سپس وجود ناقل حاوي سازه خاموشي ژن كدئينون رداكتاز

براي. مورد بررسي قرار گرفت PCRدر آگروباكتري با روش 

ميد صورت گرفت اين منظور از آگروباكتري استخراج پلاس

 224قطعه(قطعه مورد نظر PCRو با استفاده از واكنش 

شد) جفت باز كه تاييد كافي بر وجود ناقل)4شكل(تكثير

.حاوي قطعه خاموشي ژن هدف در آگروباكتري بود

،bp100 نشانگر20و1 شماره چاهك. pTRV2 موقت خاموشي ناقلدرCOR خاموشي حاوي E.coli هايكلوني روي PCR كلوني نتيجه:3 شكل
.شده است تراريزشهاآندر خاموشي قطعهكه هاييكلوني19و2،3،4،5،6،11،15 شماره چاهك

 خاموشي قطعه PCR محصول3و2 چاهك،bp 100 ماركر1 چاهك،COR خاموشي PCRو آگروباكترياز پلاسميد استخراج نتيجه:4 شكل

COR ،منفي كنترل4 چاهك.

با توجه به اينكه از روش تلقيح با آگروباكتري حاوي ناقل

ويروسي در بردارنده قطعه خاموشي جهت ترا ريخت نمودن 

و تفكيك موقت گياهان استفاده شد؛ از اين رو جهت غربال

استفاده PCRگياهان ترا ريخت از غيرترا ريخت از روش 

 ساختو RNA استخراجازپس براي اين منظور،. شد

cDNA،ويروس پوششي آغاز گرهاي ژن پروتئيناز )CP (



و همكاران ...سازيخاموش روشبه رداكتاز كدئينژن خاموش كردن بيان  راضيه خواجوند

و بافت  1395413 زمستان،4، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

نتايج نشان داد كه تعداد قابل. جهت واكنش استفاده شد

توجهي از گياهان ترانسفورم شده، حاوي سازه ژنتيكي مورد 

و باندي با اندازه نظر بودن جفت باز در اين گياهان 370د

.)5شكل( مشاهده شد

.پروتئين پوششي دارايهاي نمونه2،3،5،7،8،10،11 چاهك،bp100نشانگر1 چاهك پروتئين پوششي، داراي هاينمونه تعيين:5 شكل

جهت بررسي ميزان خاموشي ژن مورد نظر در گياهان ترا

 PCR ريخت تاييد شده از اين آزمايش، ابتدا از واكنش

از. نيمه كمي استفاده شد نتايج نشان داد كه در تعدادي

 شكل(ها بر اساس مقايسه شدت باندهاي توليد شده نمونه

و2،7،8 شماره هايههاي شماره نمون، گياهان يا نمونه)6

غيرترا(داراي كاهش بيان بيشتري نسبت به گياه شاهد 10

با. بودند) ريخت بنابراين اين گياهان جهت آناليز بيان ژن

. در زمان واقعي انتخاب شدند PCRروش 

نتايج آناليز بيان ژن در گياهان ترا ريخت حاوي قطعه

ز PCRخاموشي ژن كدئينون رداكتاز با روش  مان واقعي در

 قسمتسه روي شناختي زيستو فني تكرارسه حداقل در

ژن بردارينسخه نشان داد كه سطح نتايج.شد انجام ساقه

CORطور در گياهان ترا ريخت انتخاب شده نهايي به

نسبت به گياهان غير ترا ريخت درصد89 ميانگين حدود

).7شكل( داد كاهش بين نشان) شاهد(

.برداري نسخه شدن طويل فاكتورهايبا CORژن خاموشي هاينمونه مقايسه:6 شكل

).TRV2-EMPTY(با گياهان غير ترا ريخت) TRV2-COR(درگياهان ترا ريخت COR برداري ژن مقايسه سطح نسبي نسخه:7شكل
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 بحث
منبع تجاري ) Papaver somniferum( شقايق گياه

و كدئين مي ساير. باشدمهمي از داروهاي مسكن مورفيناني

-كريستين، وينتركيبات با خاصيت دارويي مثل وين

و كامپوتسين از مهم ترين آلكالوئيدهاي تجاري بلاستين

ميهستند كه از گياه  ساخت. شوندداروئي شقايق استخراج

و تبديل شيميايي اين تركيبات عملي است ولي در  از ابتدا

رو دانشمندان از اين).15(درجه اول مقرون به صرفه نيست 

و دست به ژن دنبال اصلاح هاي ساخت اين ورزي مسير

هاي مرسوم اصلاح گياهان آلكالوئيدها با استفاده از روش

ج مثل روش( برو يا روش) زاييهشهاي هاي مبتني

ژن مثل روش(مهندسي ژنتيك  به هاي انتقال هاي مربوط

ژن هاي خاموش فوق بيان ژن يا روش بر)ها سازي با تكيه

واسطه آگروباكتري فن تراريزش پايدار يا تراريزش موقت به

).16( اند بوده

 موثرو سريع روشي VIGSكه داد نشان نتايج اين تحقيق

كه است P. somniferumدرژن عملكرد بررسي براي

. كند ايجاد گياهدررا خاموشي بالايي سطحدر تواندمي

يك روش VIGSخاموش سازي القايي با ويروس يا همان

بهمنتخب براي خاموشي سريع ژن منظور هاي گياهي

 از اين فن قابليت استفادهبا. شناخت عملكرد ژن است

 انتقال هايدستورالعملكه گياهاني هايژن تحليلو تجزيه

و پذير امكان نيست دسترسدر هنوزهاآن براي است

ژن به ها در اين روش علاوه نكته قابل توجه اينكه خاموشي

 بر اين اساس اين).17( باشددر نواحي مريستمي موثر مي

درژن عملكردكه شودمي فراهم امكان  همان را بتوان

بهاز بين روش.نمود بررسي اوليه مراحل در هاي كار رفته

خاموشي موقت، روش آگرواينفيلتراسيون گياه موثرترين 

هاي مختلف همچنين از بين سويه. روش بوده است

و از بين GV3101 آگروباكتري سويه بيشترين خاموشي

5تا3تلقيح در مراحل مختلف رشد گياه، تلقيح در مرحله 

).18(اه موجب شده است برگي بيشترين خاموشي را در گي

 دما، ميزبان، محيطي شرايطبه بسته نيز خاموشي سطوح

 در تحقيقاتي).9( است متفاوت تلقيح مرحلهو رشد شرايط

 Norcoclaurine Synthaseژن نقش بررسي منظوربه كه

(NCS) درOpium poppy خاموشي شد، انجام 

 درگياه pTRV ويروسي ناقلاز استفادهبا سيستميك

ژن بياندر درصدي80 كاهشآن نتايجكهشد القا شقايق

NCS در).19( داد نشان شاهد گياهانبه نسبترا

،Salsyn هايژن خاموشيدركه ديگري مطالعات

SalR،SalAT ،T6ODM ،CODM وCOR گياهدر 

 سطحدرهاژناز كدامهر خاموشي گرفت، صورت شقايق

 قرار بررسي مورد واقعي زماندر  PCRبا برداري نسخه

 سطوح نتايج پژوهش مذكور نشان داد كه سركوب.گرفت

 درصد90تا70ازايمحدودهدر) خاموشي( برداري نسخه

بيشترين  CORژن برايو كمترين CODMژن برايكه(

كه.)9( متغير بود)بود نتايج تحقيق حاضر نشان داد

. درصد بود89حدود CORخاموشي بيان ژن در يراي ژن 

 نتايجبا نتايج شود كه اين با توجه با اين نتايج ديده مي

طوربه.دارد هاي مذكور مطابقت پژوهشدر آمده دست به

هاي كلي از نظر كاربردي، نتايج حاضر ثابت كرد كه بيان ژن

مربوط به ساخت آلكالوئيدهاي بنزوايزوكوئينولين گياه مورد 

بهمطالعه مي  سيستميك طور موثري با فن خاموشي تواند با

.تغيير يابد) VIGS( ويروسي ناقلاز استفاده با

 گيري نتيجه
هاي مختلفي از قبيل اليسيتورهاي در مجموع اگر چه روش

به، روش)20(زيستي  و غيره جهت تغيير مقدار هاي زراعي

آلكالوئيدهاي گياهي وجود دارد، ولي نتايج اين تحقيق 

فن نشان داد كه مي ايبه VIGSتوان از طور قابل ملاحظه

هاي مسيرهاي متابوليكي دارويي جهت دستورزي بيان ژن

.بنزوايزوكوئنوليني در گياه دارويي شقايق بهره برد
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Abstract 
Aim: Papaver somniferum remains the sole commercial source for several pharmaceutical 
benzophenanthridine alkaloids from benzylisoquinoline branch alkaloids, which includes the narcotic 
analgesics codeine and the semi-synthetic drugs such as; oxycodone, buprenorphine and naltrexone. 
Although, most of the biosynthetic pathways genes of this alkaloid have been identified, the post-
transcriptional regulation of these alkaloids pathway has not been completely determined. Virus 
induced gene silencing (VIGS) is a method for fast functional genomics, and in this study, this 
technique was used to investigate the silencing one of the most important genes in this alkaloid 
pathway. 
Materials and Methods: In the current research VIGS technique was used for systematic reduction in 
the level of genes expression involves in benzylisoquinoline alkaloids pathway. For silencing of 
codeinone reductase gene, pTRV vector was used for cloning. The specific silencing of COR gene was 
evaluated in 2-3 weeks old leaves of Papaver somniferum using agro-infiltration method. 
Results: Result of cloning was confirmed by using of different molecular methods such as enzyme 
digestion and also PCR. PCR technique was used for confirmation of transgenic plants in some 
transformed plants. Using of semi-quantitative PCR and real-time PCR showed that the level of 
reduction in transcription of COR gene was about 89 percent.  
Conclusion: The obtained results confirmed that by application of RNA interference method, the level 
of COR gene expression was significantly reduced compared with control. 
Keywords: Banzylisoquinoline, Agrobacterium, Metabolic Engineering, pTRV, Real time PCR  
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